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転写因子 E2F1の N末端領域と相互作用する新規候補因子の機能解析 
                             大谷研究室 根岸 泰明 
 
【研究目的】転写因子 E2F は、細胞増殖とがん化抑制に中心的な役割を果たしている。E2F の活性は、
休止期においてがん抑制因子 RB の結合により抑制されている。E2F は、増殖刺激による RB の不活性
化により生理的に活性化されると、Cdc6等の増殖関連遺伝子を活性化し、細胞増殖を促進する。一方、
RB の欠損や変異などのがん性変化により RB の制御を外れて活性化されると、がん抑制遺伝子 ARF等
を活性化することでアポトーシスを誘導し、がん化抑制に働く。したがって、がん化抑制には制御を外
れた E2F 活性が重要であるが、その調節メカニズムの詳細は解明されていない。 E2F の標的遺伝子発
現には、活性化型 E2F（E2F1～E2F3a）が重要である。その中で、E2F1はアポトーシス誘導能が最も高
く、がん化抑制に最も重要である。先行研究において、E2F1の DNA 結合領域および転写活性化領域以
外の N 末端領域を欠失すると、がん抑制遺伝子 ARFと TAp73への活性化能が著しく低下した。このこ
とから、E2F1 の N 末端領域と相互作用し、標的遺伝子発現に関与する因子の存在が示唆された。そこ
で、Yeast two-hybrid 法を用いた相互作用因子の探索が行われ、50個の因子が候補として同定された。本
研究は、E2F1の N末端領域と相互作用する新規相互作用因子候補の機能解析を行い、E2F1によるがん
抑制遺伝子発現誘導機構の解明に貢献することを目的とする。 
 
【実験方法】新規相互作用因子候補が偽陽性かどうかの検討は、Yeast two-hybrid 法を用いて、Bait に
E2F1の N 末端領域（1～84 アミノ酸）を含むものと含まないものの比較で行った。選択マーカーには、
アデニンおよびヒスチジン、トリプトファン、ロイシン合成に関わる ADE2および HIS3、TRP1、LEU2
遺伝子を用いた。出芽酵母 AH109 株を用い、遺伝子導入には酢酸リチウム法を用いた。新規相互作用
因子候補が E2F1の ARFプロモーターの活性化能に及ぼす影響は、レポーターアッセイで解析した。細
胞はヒト正常線維芽細胞 HFF、エフェクターは CMV プロモーターで制御される E2F1 および各候補因
子の発現ベクター、インターナルコントロールは pCMV--gal、遺伝子導入はリポフェクション法を用い
た。新規相互作用因子候補が E2F1 による内在性遺伝子の発現誘導に及ぼす影響は、qRT-PCR で解析し
た。インターナルコントロールは RPLP0を用いた。同じくタンパク質レベルでの発現誘導に及ぼす影響
は、ウエスタンブロットで解析した。インターナルコントロールは-actinを用いた。どちらも細胞はヒ
ト正常線維芽細胞 HFF、エフェクターは E2F1 および候補因子を発現する組換えアデノウィルスを用い
た。哺乳動物細胞内でのWDR1と E2F1 との相互作用は、Mammalian two-hybrid 法を用いて確認した。
細胞はヒト骨肉腫細胞（U-2 OS）を用いた。 
 
【結果と考察】Yeast two-hybrid 法を用い、新規相互作用因子候補 50個について陽性、偽陽性の検討を
行った。Baitとして E2F1 の N末端領域を含むものと含まないものを、Preyとして候補因子を導入後、
栄養選択培地(-Ade/-His/-Trp/-Leu)で培養し、E2F1 の N 末端領域を含まなくてもコロニーが形成された
ものを偽陽性、E2F1 の N 末端領域を含む場合のみコロニーが形成されたものを陽性と判断した。その
結果、20個が陽性であった。陽性因子の中からWDR1、IRF5、GTF2H2 について、E2F1 による ARFプ
ロモーターの活性化能に与える影響をレポーターアッセイで調べた。その結果、いずれの因子も E2F1
による活性化を増強した。そこで、より少量の発現ベクターで活性化能の増強が見られた WDR1につい
て、詳細な解析を行った。内在性遺伝子発現に及ぼす影響を解析したところ、WDR1 を共発現すると
E2F1によるがん抑制遺伝子 ARF, Aspp1, Bim遺伝子の発現誘導が増強された。この発現増強がタンパク
質レベルに反映されているかどうかをウエスタンブロットで検討したところ、ARFタンパク質の発現の
増強が確認された。E2F1 とWDR1 の相互作用をMammalian two-hybrid を用いて検討したところ、意外
なことに E2F1の N末端単独で転写活性化能があることが明らかとなった。さらに WDR1 を共発現する
と、E2F1の N 末端領域の転写活性化能の減弱が見られた。このことから、E2F1 とWDR1 の相互作用が
示唆された。以上の結果から、WDR1 は E2F1のコアクチベーターとして働き、E2F1 によるがん抑制遺
伝子の発現誘導に貢献している可能性が示唆された。WDR1 の作用としては、アクチンの脱重合に関与
する報告しか無く、転写制御への関与は新たな知見と考えられる。 
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